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MEDICAMENT POUR I*E TRAITEMENT DES DEREGLEMENTS 

DE L'APOPTOSE 



L' invention a pour objet un medicament pour le 
5 traitement des dereglements de l'apoptose. 

On designe par le terme "apoptose" la mort 
cellulaire programm^e ou suicide cellulaire. 

Cette mort correspond a une auto-elimination des 
cellules suivant un programme d^fini. 
10 Elle se traduit tout d'abord par des renflements au 

niveau de la membrane plasmatique, renflements qui sont 
accompagnes d'un changement structurel de la membrane, puis 
par une perte de volume de la cellule qui semble se 
contracter et s'effondrer sur elle-meme. 
15 Le noyau se condense et l'ADN est clive en petits 

morceaux (Raff, "Nature", 356 , 397, 1992; Bortner et al . , 
"Trends in Cell. Biol." 5, 21, 1995). 

In vivo, la cellule en apoptose est reconnue par les 
macrophages qui vont la phagocyter et 1'eliminer en 
20 1' absence de tout processus inf lammatoire . 

In vivo toujours, l'apoptose est largement utilisee 
par les organismes vivants pour contr61er les populations 
cellulaires, en particulier les lymphocytes suite k leur 
activation. 

25 Au cours du developpement des organismes, l'apoptose 

joue un role primordial dans 1 ' Elimination des tissus 
embryonnaires non necessaires (queue du lezard, Ebauche des 
organes genitaux d'un sexe ou de 1' autre), sculpture de 
l'organisme (Elimination des palmures interdigitales entre 

30 les futurs doigts et autres) . 

Certains composes presents dans les organismes 
vivants induisent specif iquement un phEnomene apoptotique. 
Ainsi, par exemple chez les mammif&res, la liaison du ligand 
Fas au recepteur membranaire Fas, egalement designe par 

35 APO-1 ou CD95, induit spEcif iquement une apoptose; cette 




apoptose est utilisee par 1 ' organisme vivant pour controler 
les populations de lymphocytes, notamment de lymphocytes T. 

Les susdits recepteur et ligand representent un 
systeme physiologique extremement interessant qui est 
5 implique dans 1 ' elimination specif ique de cellules qui ne 

sont plus desirees dans 1' organisme. 

On peut citer en particulier 1 ' elimination 
cellulaire au cours de la maturation et de 1' activation des 
lymphocytes T. En fait, le systeme Fas, c'est-a-dire Fas 
10 ligand/Fas recepteur, joue un role primordial dans 

1 ' homeostasie du systeme immunitaire. 

Le recepteur Fas est un membre d'une famille de 
proteines agissant comme recepteurs & la surface des 
cellules et comprenant egalement les recepteurs TNF (facteur 
15 de necrose tumorale) et NGF (facteur de croissance des 

nerfs) . 

Le mecanisme par lequel le systeme Fas induit la 
mort cellulaire est inconnu mais fait appel a 1' activation 
des proteases connues sous 1 ' appellation ICE-like 
20 < "interleukine-1 b^ta-converting enzyme" en anglais) ou 

caspases . 

On peut noter que le ligand Fas peut etre s6cret6 
par les cellules pour induire leur propre suicide; mais ce 
ligand se retrouve aussi a la surface de cellules 
25 activatrices qui vont de ce fait induire le suicide des 

cellules cibles par simple contact. Une fois active, le 
recepteur Fas interagit avec de nombreuses proteines 
intracellulaires pour transmettre le signal d^clenchant 
1' apoptose. 

30 In vitro, il existe d'autres moyens pour induire une 

apoptose, par exemple en inhibant l'activite de certaines 
kinases, et en particulier la kinase C; dans ce cas, on peut 
avoir recours a la staurosporine . 

Ce produit est tres efficace pour induire la mort 

35 des cellules par apoptose. 



II est neanmoins a remarquer que la transduction des 
signaux induits par la staurosporine est differente de celle 
faisant intervenir le recepteur Fas. 

Toutefois, si les moyens d'activer l'apoptose sont 
differents, l'execution du programme de mort induit par ces 
deux modes d' activation est equivalente et caracterisee par 
une activation de la cascade des caspases et un dereglement 
de la mitochondrie qui relSche des composes (par exemple le 
cytochrome C) qui vont promouvoir la destruction programmee 
de la cellule. Ce phenomene est energie-dependant mais ne 
requiert pas la synthese de nouvelles proteines . En fait, 
tout est pret dans une cellule pour assurer sa propre 
destruction. 

In vivo, la regulation du phenomene apoptotique a 
une importance considerable. 

En effet, de nombreuses pathologies sont associees 

a son dereglement. 

On peut citer, par exemple, deux cas de dereglement 
de l'apoptose dans lesquels celle-ci est modulee via le 
systeme Fas: il s'agit des maladies auto-immunes dans 
lesquelles l'apoptose est deficiente et de la destruction 
des lymphocytes T CD4+ infectes par HIV-1 dans lesquels 
l'apoptose est trop active. 

Dans d'autres cas tels que les degenerescences 
neuronales rencontrees par exemple dans la sclerose en 
plaques, l'apoptose est activee par des voies non encore 
connues . 

II existe d'autres pathologies dans lesquelles 
l'apoptose est deficiente; a cet egard, on peut citer 
1' accumulation de cellules cancereuses dont l'apoptose 
semblerait dependre du systeme FAS ("Green", Science, 
vol.278, 1246, 1997). 

La Societe Demanderesse, au vu des constatations 
rappelees ci-dessus, a eu le merite de trouver que, des lors 
que l'on dispose d'un medicament capable de moduler les 



dereglements de l'apoptose tant du point de vue d'une 
activation dans le cas des pathologies du groupe de celles 
comprenant les maladies auto-immunes et les pathologies du 
type cancer que du point de vue de son inhibition dans le 
5 cas des pathologies du groupe de celles comprenant le SIDA, 

il devenait possible de lutter contre ces maladies. 

L' invention a done pour objet un medicament 
caracteris£ par le fait qu'il comporte, a titre de principe 
actif, une quantite efficace d'une substance propre a 

10 moduler les dereglements de l'apoptose. 

Et la Society Demanderesse a eu le merite non moins 
grand de trouver qu'au moins certaines des substances 
sacchar idiques , tant polysaccharidiques qu ' oligosacchar i - 
diques et monosaccharidiques comportant eventuellement, sur 

15 au moins certains de leurs motifs unitaires, au moins un 

substituant du groupe comprenant les groupements sulfate, 
methyle et acetyle, 6taient propres a moduler les deregle- 
ments de 1 ' apoptose . 

L' invention a done egalement pour objet un medica- 

20 ment caracteris^ par le fait qu'il comporte, k titre de 

principe actif, une quantity efficace d'au moins une des 
substances saccharidiques du groupe comprenant les polysac- 
charides, les oligosaccharides et les monosaccharides 
propres a moduler les dereglements de l'apoptose et compor- 

25 tant eventuellement, sur au moins certains de leurs motifs 

unitaires, au moins un substituant du groupe comprenant les 
groupements sulfate, methyle et acetyle, 

Des resultats particulierement prometteurs ont ete 
obtenus avec 

30 - les oligosaccharides derives par voie enzymatique ou 

chimique des polymeres du groupe comprenant les (J 1-3 
glucans comportant eventuellement des ramifications (3 1-6, 
- les oligosaccharides derives par voie enzymatique ou 
chimique des galactanes sulfates, notamment les carraghe- 

35 nanes, les agars et les porphyranes . 
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L' invention a done egalement pour objet les medica- 
ments caract6ris6s par le fait qu'ils comportent, & titre de 
principe actif, une quantity efficace d'au moins l'une des 
substances du groupe propre & moduler les d6r£glements de 
1'apoptose et comprenant 

- les oligosaccharides derives par voie enzymatique ou 
chimique des polym^res du groupe comprenant les (5 1-3 
glucans comportant eventuellement des ramifications (5 1-6, 
et 

- les oligosaccharides d6riv6s par voie enzymatique ou 
chimique des galactanes sulfates, notamment les carra- 
ghenanes, les agars et les porphyranes. 

Selon ' un mode de realisation avantageux, le 
medicament conforme & 1' invention comporte, & titre de 
principe actif, une quantity efficace d'au moins un 
oligosaccharide propre & moduler les dereglements de 
1 ' apoptose et repondant k la f ormule 
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(I) 



25 dans laquelle n represente un nombre entier de 1 i 50, de 

preference de 5 a 10 et dans laquelle le nombre de 
branchements varie de 0 a 3 par unite de repetition. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, le 

medicament conforme & 1' invention comporte, & titre de 

30 principe actif, une quantite efficace d'au moins un 
disaccharide de repetition propre & moduler les der&glements 
de 1 ' apoptose et r6pondant la f ormule 
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dans laquelle n represente un nombre entier de 1. a 50, de 
preference de 1 a 20, au moins certains des disaccharides de 
repetition de formule (II) pouvant comporter un ou plusieurs 
groupes sulfate. 

40 Selon un autre mode de realisation avantageux, le 

medicament conforme a 1' invention comporte, a titre de 
principe actif, une quantite efficace du produit propre a 
inhiber au moins partiellement l'apoptose et obtenu par 
hydrolyse a partir de iota-carraghenate de sodium, ce 
45 produit etant constitue par un melange d'oligo-iota- 

carraghenanes designe par I9, dont la teneur en oses totaux 
(determinee selon Tillmans et Philippi) est de 62% et dont 
le profil de distribution par taille, estime par 
61ectrophorese sur gel de polyacrylamide selon Zablakis et 
50 Perez, est: 

Iota-n6ocarratetraose (DP 2) 6-8% 
Iota-neocarrahexaose (DP 3) 23-27% 
Iota-neocarraoctaose (DP 4) 18-22% 
Iota-neocarradecaose (DP 5) 12-18% 
55 Iota-neocarradodecaose (DP 6) 11-15% 

Oligo-iota-carraghenanes constitu^s par 7 
a 15 disaccharides de repetition (DP 7-15) 18-22%. 
Les susdites methodes sont d£crites, pour ce qui est 
de Zablakis E. & Perez J., dans "Botanica marina", 33, 273- 
60 276 (1990) et, pour ce qui est de Tillmans J. & Philippi K., 

dans "Biochem. Z.", 215, 30-60 (1930). 

Selon un autre mode de realisation avantageux, le 
medicament conforme a 1' invention comporte, k titre de 
principe actif, une quantity efficace du produit propre & 
65 activer les der^glements de l'apoptose, obtenu par extraction 

aqueuse acide a partir d'une algue brune d6nomm6e Laminar ia 
digitata, ce produit etant constitue par un melange d'oligo 
P 1-3 glucans design6s par L xl et comportant de 1 a 50, de 
preference de 20 a 30 unites saccharidiques, le produit en 
70 question pr^sentant le spectre RMN montr6 k la figure 1 . 
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11 est k noter que le produit L X1 peut egalement 
§tre obtenu par extraction aqueuse a partir des algues 
brunes en general dont Laminaria digitata est un 
representant . 

La preparation du produit L xl peut etre effectuee 
comme suit. 

A 3 00 g d' algues fraiches de type Laminaria digitata 
recoltees au mois d'aoflt sous forme fraiche ou seche, on 
ajoute progress ivement 11 d'acide sulfurique 0,3%. 

L' operation est realisee au bain-marie a une 
temperature d' environ 70°C pendant 2 heures et 3 0 minutes 
sous agitation. 

Cette operation est renouvelee deux f ois . 

L'extrait obtenu est clarifie par filtration sur un 
filtre de porosite 1,2 um. 

Le liquide resultant de cette filtration est soumis 
a une ultrafiltration tangentielle sur une membrane de 
porosite 50000 Daltons. 

L'ultraf iltration est realist en maintenant une 

pression de 1 bar. 

On obtient ainsi un ultrafiltrat dont le pH est 
ramene & 5,5 pr^sentant un volume d' environ 0,8 litre. Cet 
ultrafiltrat est soumis a une dialyse sur une membrane en 
ester de cellulose de porosite egale a 500 Daltons. 

On obtient un dialysat qui est concentre a un volume 
de 100 ml par evaporation a 80°C a l'aide d'un dispositif de 
type ROTOVAPOR, puis lyophilis6. 

On obtient 7 g d'une poudre couleur creme 
constituant le produit L xl . 

Une analyse par chromatographie ionique couplee a 
1 ' amperom6trie et utilisant une rdsine <§changeuse d'ions 
commercialism par la Society DIONEX, montre que les oligo 
p 1-3 glucanes constitutifs de la susdite poudre ont en fait 
1 a 50, de preference de 20 a 30 unites saccharidiques . 

L'examen du spectre RMN du 13 C du produit L llf 
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realise a partir d'une solution a 80 mg/ml dans D 2 0 et 
represents a la figure 1, montre un squelette de 3-D- (1-3)- 
glucane dont les resonances des differents carbones ont pu 
etre identifies (elles sont reunies dans le tableau A ci- 
apres) par comparaison avec les valeurs de la literature 
[voir Williams et al . , 1992 "Development of a water-soluble, 
sulfated (1-3 ) -{3-D-glucan biological response modifier 
derived from Saccharomyces cerevisiae", Carbohydr. Res. 235 : 
247:25] . 



TABLEAU A 

Deplacements chimi<xues (ppm) du spectre RMN du 13 C 

de 1 'echantillon 



Squelette de p-D-(1 -3)-glucane C1 

C2 
C3 
C4 
C5 
C6 


102,76 
73,41 
84,94 
68,45 
75,89 
61,06 


Residu D-mannitol C6 


63,42 



Les medicaments conformes a 1' invention definis plus 
haut comportent les adjuvants de formulation class iques 
correspondant a leur mode d' administration et a la posologie 
retenues . 

L' invention a egalement pour objet un procede de 
preparation d'un medicament pour le traitement des 
d^rSglements de l'apoptose, caracterise par le fait que l'on 
fait comporter a une composition galenique au moins l'un des 
principes actifs identifies ci-dessus. 

Selon un mode de realisation avantageux, la susdite 
composition gal6nique est propre k une administration par 
voie intraveineuse . 

L' invention vise 6galement 1 ' utilisation, en vue de 
la preparation d'un medicament pour le traitement des 
d6r£glements de l'apoptose, des substances saccharidiques du 



9 

groupe comprenant les polysaccharides, les oligosaccharides 
et les monosaccharides comportant eventuellement, sur au 
moins certains de leurs motifs unitaires, au moins un 
substituant du groupe comprenant les groupements sulfate, 
m^thyle et acetyle . 

Plus particuli^rement , elle vise 1 'utilisation, en 
vue de la preparation d'un medicament pour le traitement des 
d^reglements de l'apoptose, des oligosaccharides derives par 
voie enzymatique ou chimique des polym^res du groupe 
comprenant les p 1-3 glucans comportant eventuellement des 
ramifications P 1-6, et des oligosaccharides derives par 
voie enzymatique ou chimique des galactanes sulfates, 
notamment les carraghenanes , les agars et les porphyranes . 

Plus particuli^rement encore, elle vise 
1' utilisation, en vue de la preparation d'un medicament pour 
le traitement des dereglements de l'apoptose, des 
oligosaccharides de formule (I) et de ceux de formule (II) . 

Plus particulierement encore, elle vise 1 'utili- 
sation des produits designes par I 9 et L 1X en vue de la 
preparation de medicaments pour le traitement des 
dereglements de l'apoptose. 

L ' invention sera encore mieux comprise k l'aide du 
complement de description qui suit et des exemples qui ne 
sont nullement limitatifs mais correspondent a des modes de 
realisation avantageux. 

Dans les experiences qui vont etre decrites ci- 
apr£s, on a travaille sur des cultures cellulaires dans 
lesquelles on a declenche un processus apoptotique en ayant 
recours au syst^me Fas, puis on a etudie les effets de 
modulation pouvant etre obtenus avec des oligosaccharides 
constituant le principe actif des medicaments conformes a 
1 ' invention . 

Dans le cadre de ces experiences, on a determine, 
d'une part, les quantites appropri£es de principe actif pour 
obtenir 1'effet recherche de modulation de l'apoptose et, 
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d' autre part, le ou les moments auxquels il convient 
d'administrer, pour obtenir l'effet de modulation recherche, 
le principe actif ou le medicament le comportant. 

EXEMPLE 1 

On a travaille sur une culture de fibroblastes 
murins exprimant constitutivement le recepteur Fas; le 
principe actif teste etait le produit design^ par I 9 . 

Dans une experience pr^alable, on a montre que les 
fibroblastes murins sont detruits par apoptose lorsqu'ils 
sont mis en presence soit du ligand Fas soit d'un anticorps 
agoniste reconnaissant le recepteur Fas et designe dans ce 
qui suit par Fas Ab. 

Dans une autre experience prealable, on a determine 
que le produit I 9 n'alterait pas la croissance cellulaire, 
qu'il n'etait pas toxique vis-a-vis des fibroblastes murins 
aux concentrations utilisees et qu'il pouvait done etre 
ajoute a un milieu de culture cellulaire sans creer de 
problemes . 

Le milieu utilise pour la culture des fibroblastes 
murins est celui commercialise par la Society Life 
Technologies sous 1 ' appellation "Dulbecco's Modified Eagle 
Medium"; ce milieu est deer it dans "Virology" 8, 396 (1959) 
par Dulbecco et al. 

On a ajoute a ce milieu 5% en volume de serum de 

veau foetal . 

Ce milieu etait ensuite inocuie avec des 
fibroblastes murins en presence d'une quantite suffisante 
d' antibiotiques pour eliminer les possibilites de 
contamination; la concentration du milieu de culture en 
fibroblastes a ete de 10 5 cellules par ml de milieu. 

La culture a ete ef fectude k 1'interieur d'un 
incubateur dans lequel la temperature a ete maintenue k 
37°C; 1' atmosphere remplissant 1' incubateur contenait 5% de 

co 2 . 
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Apres une incubation de 24 heures, on a ajout<§ soit 
le Fas ligand, soit le Fas Ab directement dans le milieu. 

La quantite de Fas Ab ajoutee a et6 de 50 pg par ml 
de milieu de culture, 

Dans ces conditions, environ 70% des cellules de la 
culture sont d^truites par apoptose apres environ 24 heures 
d ' incubation . 

Cette destruction est mise en evidence par 
coloration au cristal violet des cellules survivantes. 

On a procede ensuite & un certain nombre d'essais 
destines a mettre en Evidence 1' action du principe actif . 

Dans ces essais, on a fait varier, d'une part, la 
concentration a laquelle le principe actif est mis en oeuvre 
dans le milieu de culture et, d' autre part, le moment auquel 
le principe actif est ajout6 a ce milieu de fagon a 
determiner les concentrations optimales en principe actif 
ainsi que le ou les moments les plus opportuns 
d' introduction du principe actif par rapport a 1' addition de 
Fas Ab. 

On a fait varier les concentrations en principe 
actif de 0,001 & 2 mg par ml. 

On a successivement etudi6 l'effet obtenu en 
ajoutant d'abord le principe actif avant, puis en m§me temps 
et enfin apres Fas Ab. 

Dans un premier essai, on a ajoute le principe actif 
24 heures avant Fas Ab. 

Dans le cadre de cet essai, on a note l'effet obtenu 
en utilisant successivement 0, puis 5, puis 10, puis 50, 
puis 100 et enfin 500 ng de Fas Ab par ml de culture et, 
dans chaque cas , des concentrations en principe actif 
successivement <§gales £ 0,25, puis 0,5 et enfin 1 mg par ml 
de milieu de culture, 6tant entendu que l'on a egalement 
note l'effet obtenu en 1' absence de principe actif, c'est-a- 
dire pour une concentration de 0%. 

Apres 24 heures d' incubation, on procede & l f analyse 
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de survie. 

Le resultat de cette analyse est materialise par 
1 ' histogramme de la figure 2. 

Sur l'axe des abscisses de cet histogramme, figure 
5 la concentration du milieu en Fas Ab exprimee en ng/ml et, 

sur l'axe des ordonnees, le taux de survie exprime en %. 

Pour chacune des concentrations en Fas Ab, on a 
materialise le taux de survie pour chacune des quatre 
concentrations en principe act if, soit 0 mg/ml, 0,25 mg/ml, 
10 0,5 mg/ml et 1 mg/ml, par quatre rectangles parall^les k 

l'axe des ordonnees, l'ecart-type etant materialise chaque 
fois par un segment surmontant le rectangle correspondant 
parallelement a l'axe des ordonnees - 

Le rectangle correspondant a 0 mg/ml de principe 
15 actif est chaque fois celui situ6 le plus k gauche, celui 

correspondant a 0,25 mg/ml de principe actif est situ6 sur 
sa droite, celui correspondant & 0,5 mg/ml est situ6 a la 
droite du precedent et ainsi de suite. 

Les quatre rectangles sont chaque fois identifies 
20 par des hachures, pointilles ou degrades particuliers . 

L'examen des resultats ainsi r^unis sur 
1 'histogramme de la figure 2 montre qu'en 1' absence de 
principe actif, le taux de survie diminue avec 
1 'augmentation de la concentration en Fas Ab et que ce taux 
25 de survie est sensiblement ameliore par 1' addition du 

principe actif. 

Dans un deuxieme essai, on a ajoute au milieu de 
culture en meme temps le Fas Ab et le principe actif, 

Dans ce deuxieme essai, on a note l'effet obtenu en 
30 utilisant successivement les memes concentrations en Fas Ab 

et en principe actif que dans le premier essai. 

Apres 24 heures d' incubation, on procede a 1' analyse 
de survie. 

Les resultats enregistres sont r6unis sur 
35 1 'histogramme de la figure 3 qui est constitue suivant les 
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memes principes que ceux exposes k propos de celui de la 
figure 2. 

L'examen de ces resultats montre que le taux de 
survie evolue d'une maniere analogue a celle notee pour le 

5 premier essai. 

Dans une troisieme s6rie d'essais, on a ajout<§ le 
principe actif apr£s Fas Ab, a savoir successivement : 
tout d'abord, 1 heure apr£s le Fas Ab, 
ensuite, 3 heures apres le Fas Ab et, 
10 enfin, 6 heures apr£s le Fas Ab, 

en faisant tou jours varier la concentration en Fas Ab de 0 
a 500 ng par ml de culture. 

Dans le cas de 1' addition de principe actif 
effectu6e 1 heure apr^s le Fas Ab, 
15 - on a reuni sur 1 'hist ogramme de la figure 4 les resultats 

not^s pour des concentrations en I 9 de 0 mg/ml, de 
0,005 mg/ml, de 0,01 mg/ml et enfin de 0,05 mg/ml, 

- on a reuni sur 1 ' histogramme de la figure 5 les 
resultats notes pour des concentrations en I 9 de 

20 0 mg/ml, de 0,1 mg/ml, de 0,25 mg/ml et enfin de 

0 , 5 mg/ml, et 

- on a reuni sur 1 'histogramme de la figure 6 les resultats 
notes pour des concentrations en I 9 de 0 mg/ml, de 
0,25 mg/ml, de 0,5 mg/ml et enfin de 1 mg/ml. 

25 Les histogrammes des figures 4 a 6 sont constitues 

suivant les memes principes que ceux exposes & propos de 

celui de la figure 2 . 

Dans le cas de 1' addition de principe actif 

effectu^e 3 heures apres 1' addition de Fas Ab, on a reuni 
30 sur 1' histogramme de la figure 7 les resultats not6s pour 

des concentrations en I 9 de 0 mg/ml, de 0,25 mg/ml, de 

0,5 mg/ml et de 1 mg/ml. 

Dans le cas de 1' addition de principe actif 

effectuee 6 heures apr£s 1' addition de Fas Ab, on a reuni 
35 sur 1' histogramme de la figure 8 les resultats not6s pour 
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des concentrations en I9 de 0 mg/ml, de 0,25 mg/ml, de 
0,5 mg/ml et de 1 mg/ml. 

Les histogrammes des figures 7 et 8 sont constitu^s 
suivant les m§mes principes que ceux exposes a propos de 

5 celui de la figure 2 . 

L'examen de 1' ensemble des resultats reunis sur les 
histogrammes des figures 4 a 8 montre que, dans le cas de 
1' addition du principe actif apres 1' addition de Fas Ab, le 
taux de survie augmente tou jours; cet effet a toutefois 

10 tendance a diminuer lorsqu' augmente le temps ecoul6 entre 

les additions successives de Fas Ab et de principe actif; il 
est par ailleurs sensible a la concentration en principe 
actif lorsque celle-ci est inf£rieure a 0,25 mg/ml; on 
n'obtient pas d' amelioration sensible pour les 

15 concentrations sup^rieures k 0,25 mg/ml. 

Ces constatations sont extr§mement importantes car 
elles montrent que le medicament conforme k 1' invention 
permet d'obtenir une attenuation significative de 
l'apoptose. 

20 

EXEMPLE 2 

Dans cet exemple, la culture cellulaire etudiee 
etait une culture de cellules humaines immortalisees , 
constitutes de lymphocytes T (type Jurkat) . 
25 Le milieu de culture utilise est celui commercialise 

par la Societe Life Technologies sous 1 ' appellation W RPMI 
1640 Medium"; ce milieu est decrit par Moore et al. dans la 
publication W A.M.A." 199 , 519 (1967). 

On ajoute a ce milieu 10% en volume de s6rum de veau 
30 foetal et des antibiotiques pour eliminer les possibility 

de contamination. 

On inocule ce milieu avec une quantite de 10 6 
lymphocytes T par ml de milieu. 

La temperature de 1' incubation est de 37°C et 
35 1' atmosphere remplissant l'incubateur contient 5% de C0 2 . 



15 

Apres une incubation de 24 heures, on ajoute 
simultaneities le Fas Ab et le principe actif . 

La quantity de Fas Ab ajoutee est de 50 ng/ml de 

culture. 

Le principe actif est constitue success ivement par 
le produit I 9 et le produit L 1X . 

Les quantites mises en oeuvre sont dans les deux cas 

de 0,5 mg/ml. 

L' analyse de survie est effectuee 18 heures apres le 

debut de 1 ' experience. 

Cette analyse de survie consiste a faire passer un 
volume de culture contenant 10 4 cellules dans un appareil du 
type de ceux qui fonctionnent par cytom^trie de flux, en 
1' occurrence celui commercialise par la Societe Beckton 
Dickinson sous 1 ' appellation W FAC Scan cytometer". 

Cet appareil utilise une sonde qui detecte la 
presence de phosphatidyl serine a la surface des cellules; 
la presence de ce produit montre que les cellules en 
question sont apoptotiques . 

Les resultats de cette analyse apparaissent sur les 
figures 9 a 12 sur chacune desquelles sont represents trois 
polygones, respectivement A, B et C dont les contours sont 
definis pour etre representatif s de populations cellulaires 
distinctes; le polygone A entoure un ensemble de cellules 
vivantes, le polygone B un ensemble de cellules apoptotiques 
et le polygone C un ensemble de cellules mortes. 

La figure 9 illustre 1' analyse de survie effectuee 
sur un echantillon d'un milieu de culture dans lequel on n'a 
ajout6 ni Fas Ab, ni principe actif; il s'agit d'un temoin; 
dans ce cas, on voit qu'il n'y a substantiellement que des 
cellules vivantes qui se trouvent dans le polygone A. 

La figure 10 illustre 1' analyse de survie effectuee 
sur un Echantillon d'un milieu de culture dans lequel on n'a 
ajoute que du Fas Ab; dans ce cas, on voit que le polygone 
B contient beaucoup de cellules apoptotiques. 
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La figure 11 illustre 1' analyse de survie effectuee 
sur un echantillon d'un milieu de culture ayant et<§ 
additionne de Fas Ab et de principe actif I 9 ; dans ce cas, 
on voit que le polygone B ne contient pratiquement pas de 
5 cellules apoptotiques , le polygone A contenant beaucoup de 

cellules vivantes et le polygone C une certaine concen- 
tration de cellules mortes. 

La figure 12 illustre 1' analyse de survie effectuee 
sur un echantillon d'un milieu de culture ayant et£ 
10 additionne de Fas Ab et de principe actif L 1X ; dans ce cas, 

on voit que le polygone B contient une grande quantity de 
cellules apoptotiques et le polygone C beaucoup de cellules 
mortes . 

Les conclusions susceptibles d'etre tirees de 
15 l'examen des figures 11 et 12 sont, par consequent, que le 

principe actif I 9 inhibe l'apoptose Fas alors que le 
principe actif L 1X la potentialise . 

II est done possible d'utiliser des medicaments 
contenant, comme principe actif, le produit Ig par exemple 
20 pour le traitement du SIDA; on peut utiliser ceux contenant, 

comme principe actif, le produit L xl par exemple pour le 
traitement du cancer et des maladies auto-immunes . 
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RKVENDICATIONS 

1. Medicament caract6rise par le fait qu'il 
comporte, k titre de principe actif, vine quantity efficace 
d'une substance propre i moduler les d6r6glements de 
l'apoptose. 

2. Medicament caract6ris6 par le fait qu'il 
comporte, a titre de principe actif, une quantity efficace 
d'au moins une des substances saccharidiques du groupe 
comprenant les polysaccharides, les oligosaccharides et les 
monosaccharides propres a moduler les d6reglements de 
l'apoptose et comportant eventuellement , sur au moins 
certains de leurs motifs unitaires, au moins un substituant 
du groupe comprenant les groupements sulfate, nulthyle et 
ac^tyle. 

3. Medicament caract6ris6 par le fait qu'il 
comporte, 4 titre de principe actif, une quantity efficace 
d'au moins l'une des substances du groupe de substances 
propres k moduler les d£r£glements de l'apoptose et 
comprenant 

- les oligosaccharides d6riv6s par voie enzymatique ou 
chimique des polym^res du groupe comprenant les (3 1-3 
glucans comportant Eventuellement des ramifications (3 1^6, 
et 

- les oligosaccharides d6riv6s par voie enzymatique ou 
chimique des galactanes sulfates, notamment les 
carraghdnanes, les agars et les porphyranes. 

4. Medicament caract6ris6 par le fait qu'il 
comporte, & titre de principe actif, une quantity efficace 
d'au moins un oligosaccharide propre & moduler les 
d6r£glements de l'apoptose et r^pondant k la formule 
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dans laquelle n represente un nombre entier de 1 k 50, de 
preference de 5 k 10 et dans laquelle le nombre de 
branchements varie de 0 k 3 par unite de repetition. 

5. Medicament caracterise par le fait qu'il 
5 comporte, & titre de principe actif , une quantity efficace 

d'au moins un disaccharide de repetition propre k moduler 
les d^rfeglements de l'apoptose et repondant k la formule 

[Gal -2£_ Gal 1 ®»' (ID 

L 1 3 1 4 J n 



dans laquelle n represente un nombre entier de 1 k SO, de 
preference de 1 k 20, au moins certains des disaccharides de 
repetition de formule (II) pouvant comporter un ou plusieurs 
15 groupes sulfate, 

6, Medicament caracterise par le fait qu'il 
comporte, a titre de principe actif, une quantite efficace 
du produit propre k inhiber au moins partiellement 
l'apoptose et obtenu par hydrolyse 4 partir de iota- 

20 carraghenate de sodium, ce produit etant constitue par un 

melange d' oligo-iota-carragh6nanes d6signe par I<j, dont la 
teneur en oses totaux (determinee selon Tillmans et 
Philippi) est de 62% et dont le profil de distribution par 
taille, estime par eiectrophor^se sur gel de polyacrylamide 
25 selon Zablakis et Perez, est: 

Iota-neocarratetraose (DP 2) 6-8% 
Iota-neocarrahexaose (DP 3) 23-27% 
Iota-neocarraoctaose (DP 4) 18-22% 
Iota-neocarradecaose (DP 5) 12-18% 
30 Iota-neocarradodecaose (DP 6) 11-15% 

Oligo-iota-carragh6nanes constitu6s par 7 _ 
& 15 disaccharides de repetition (DP 7-15) 18-22%. 

7. Medicament caracterise par le fait qu'il 
comporte, & titre de principe actif, une quantite efficace 

35 du produit propre a activer les der^glements de l'apoptose, 
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obtenu par extraction aqueuse acide a partir des algues 
brunes et plus particulierement d'une algue brune denommee 
Laminar ia digitata, ce produit etant constitue par un 
melange d'oligo p 1-3 glucans designes par L 1X et comportant 
de 1 a 50, de preference de 20 a 30 unites saccharidiques , 
le produit en question presentant le spectre RMN montre a la 
figure 1. 

8. Procede de preparation d'un medicament pour le 
traiterhent des dereglements de l'apoptose, caracterise par 
le fait que 1 ' on fait comporter a une composition gaienique 
au moins l'un des principes actifs des medicaments selon au 
moins 1' une -des revendications 2 a 7. 

9. Utilisation, en vue de la preparation d'un 
medicament pour le traitement des dereglements de 
l'apoptose, des substances saccharidiques du groupe 
comprenant les polysaccharides, les oligosaccharides et les 
monosaccharides comportant eventuellement , sur au moins 
certains de leurs motifs unitaires, au moins un substituant 
du groupe comprenant les groupements sulfate, methyle et 
acetyle. 

10. Utilisation, en vue de la preparation d'un 
medicament pour le traitement des dereglements de 
l'apoptose, des oligosaccharides derives par voie 
enzymatique ou chimique des polymeres du groupe comprenant 
les P 1-3 glucans comportant eventuellement des 
ramifications 3 1-6, et des oligosaccharides derives par 
voie enzymatique ou chimique des galactanes sulfates, 
notamment les carraghenanes , les agars et les porphyranes . 

11. Utilisation, en vue de la preparation d'un 
medicament pour le traitement des dereglements de 
l'apoptose, des oligosaccharides de formule (I) et de ceux 
de formule (II) . 

12. Utilisation des produits designes par I 9 et L 1X 
en vue de la preparation de medicaments pour le traitement 
des dereglements de l'apoptose. 
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